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【研究目的】腸管神経系（Enteric nervous system: ENS）は生命にとって消化管機能を調節する重要
なはたらきを担っている。ENS形成には GDNFシグナルが必須であり、腸管神経堤細胞（Enteric 
neural crest derived cells: ENCCs）の増殖や移動、分化、生存に関与することがわかってきた。また先
天性の ENS欠損症であるヒルシュスプルング病の発症に GDNFやその受容体である Retの遺伝子座
の変異が関与することが知られている。GDNFシグナルにより発現誘導を受ける遺伝子群には ENSの
発生に密接に関わるものが含まれると予想されるが、その実態は未だ十分には解明されていない。本実
験はGDNF応答により発現変動する遺伝子を網羅的に探索することで、GDNFシグナルがENS発生に
おいてどのような遺伝子ネットワークを介して機能発現に至っているかを理解することを目的とする。
【実験方法】Ret遺伝子座にGFP遺伝子をノックインしたマウスの腸管からENCCsを単離した。上記
のENCCsに対して c­Mycの強制発現で不死化させ、その中から Ret（GFP）を発現している細胞をク
ローン化した。この細胞株を使って、GDNF処理なしのコントロール群とGDNF添加６時間後の細胞か
らRNAを回収し Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array (cRNA マイクロアレイ)を用い
て遺伝子発現の差を解析した。GDNFシグナルによって遺伝子発現量が増加する遺伝子群の中から 、
ENSに発現が報告されていない遺伝子を候補遺伝子として選択し、in situ hybridization法 （以下
ISH法） を用いてマウスの発生過程での発現領域を確認した。そのうち興味深い発現パターンを示し
た遺伝子については ISH法により、ENSの各発生諸段階（E11.5、E12.5、E14.5、E18.5）における発現
パターン、およびP0マウスにおいて腸管ニューロンマーカーのPhox2bとの共染色を行なった。
【実験結果】クローン化したENCCsは高い割合で未分化性を保持し、分化能やGDNF応答性など生理
的な ENCCs に似た性質を示した。GDNF 添加により発現レベルの変動が見られた遺伝子は Fold 
change (比較対照との相対値) 1.3倍以上で 237個の遺伝子が確認できた。これらの中からENCCsでの
発現やGDNFシグナル系に応答することが報告されている遺伝子を除いて、60個の候補遺伝子を決定
した。ISH法による発現領域の確認から発生過程のENCCsに発現している遺伝子は 22個で、そのうち
15個の遺伝子は ENCCsの一部の細胞集団に発現が認められた。その中でも Fhod3は神経系では ENS
に比較的限局して発現する興味深い発現パターンを示した。さらにFhod3は未分化なENCCsには発現
が微弱であったが、分化進行に伴い発現上昇し、特に腸管ニューロンで優位に高い発現が認められた。
【考察】ENCCsの一部の細胞集団に発現する遺伝子を 15個確認できたことから、本研究手法は発生過程
のENCCsにおいて発現レベルの低い遺伝子を同定可能な感度を備えた実験系であったと言える。また
同定した遺伝子群の中には GDNFシグナル伝達経路上で機能する遺伝子、シナプス可塑性に関わる遺
伝子、グリア細胞の分化に関わる遺伝子が含まれており、ENS発生に重要な関与が示唆される。Fhod3
は分化した腸管ニューロンで発現が認められたことから、ENS発生において神経分化に関与しているこ
とが考えられる。またこれまでの報告からFhod3はアクチンの重合を補助する役割が示唆されており、
腸管ニューロンにおいても Fhod3が軸策伸張に必須であるアクチンの重合を促していることが期待さ
れる。
